Processing of sample molecules of liquids involves making the droplets (1) stand or suspend from 
lyophilic or lyophobic anchors (4,3) on a flat support (2). An Independent claim is also included for 
support withlyophilic anchors in a lyophobic environment. The lyophilic anchors are coated with 
ayers which reversibly or non-reversibly bind sample molecules and immobilize them temporarily. 
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@ Aufreinigende Probentrager fur die MALDI-Massenspektrometrie 



© Die Erfindung betrifft Probentrager fur die massen- 
spektrometrische Analyse von grofeen organischen Mole- 
kulen, Verfahren zur Herstellung der Probentrager und 
Verfahren zum Beladen der Probentrager mit Proben der 
Molekule aus vorwiegend wafcrigen Losungen zusam- 
men mit Matrixsubstanz fur die lonisierung der Substan- 
zen durch matrix-unterstutzte Laserdesorption (MALDI). 
Die Erfindung besteht darin, die vorgesehenen Auftra- 
gungsbereiche fur die Losungstropfchen auf einer anson- 
sten hydrophoben Probentrageroberflache fest mit defi- 
nierten Mengen von lonenaustauschermaterialien zu be- 
legen. Die lonenaustauschermaterialien konnen aufpoly- 
merisiert oder aufgeklebt werden; sie sind naturgegeben 
hydrophil und dienen den Probentropfchen als Anker fur 
das Aufsitzen auf dem Probentrager und fur die Kristalli- 
sation wahrend des Trocknungsvorganges. Sie entziehen 
dem eintrocknenden Losungstropfen alle fur den MALDI- 
Prozess schadlichen Metallionen und lassen sich durch 

, Waschen in definierten Pufferlosungen fur die Wiederver- 
wendung regenerieren. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft Probentrager fur die massenspek- 
tromctrischc Analyse von groGcn organischen Molckulcn, 
Verfahren zur Herstellung der Probentrager und Verfahren 5 
zum BeLaden der Probentrager mit Proben der Molekiile aus 
vorwiegend waBrigen Losungen zusammen mit Matrixsub- 
stanz fiir die Ionisierung der Substanzen durch matrix-unter- 
stutzte Laserdesorption (MALDI). 

Die Erfindung besteht darin, die vorgesehenen Auftra- 10 
gungsbcrcichc fiir die Losungstropfchen auf eincr ansonsten 
hydrophoben Probentrageroberflache fest mit definierten 
Mengen von Ionenaustauschermaterialien zu belegen. Die 
Ionenaustauschermaterialien konnen aufpolymerisiert oder 
aufgeklebt werden; sie sind naturgegeben hydrophil und 15 
dienen den Probentropfchen als Anker fur das Aufsitzen auf. 
dem Probentrager und fiir die Kristaliisation wahrend des 
Trocknungsvorganges. Sie entziehen dem eintrocknenden 
Losungstropfen alle fiir den MALDI-Prozess schadlichen 
Metallionen und lassen sich durch Waschen in definierten 20 
Pufferlosungen fiir die Wiederverwendung regenerieren. 

Stand der Technik 

Fiir die Analyse von groBen organischen Molekiilen, wie 25 
beispielsweise denen der Kunststoffe oder Biopoly mere, hat 
sich die Massenspektrometrie mit Ionisierung durch matrix- 
unterstiitzte Laserdesorption und Ionisierung (MALDI = 
Matrix-Assisted Laser Desorption and Ionization) als ein 
Standard verfahren etabliert. Meist werden dazu Flugzeit- 30 
massenspektrometer (TOF-MS = Time-Of-Flight Mass 
Spectrometer) verwendet, cs konnen hicr aber auch Ionen- 
zyklotron-Resonanzspektrometer (FT-ICR = Fourier-Trans- 
form Ion Cyclotron Resonance) oder Hochfrequenz-Qua- 
drupol-Ionenfallenmassenspektrometer (kurz: Ionenf alien) 35 
eingesetzt werden. Im folgenden werden die groBen Mole- 
kiile, die untersucht werden sollen, einfach "Analytmole- 
kule" genannt. Die Analytmolekiile befinden sich in aller 
Regel sehr verdiinnt in waBriger Losung, rein oder ver- 
mischt mit organischen Losungsmitteln. 40 

Unter "Biopolymeren" sollen hier besonders die Oligonu- 
kleotide (also das Genmaterial in seinen verschiedenen Aus- 
formungen wie DNA oder RNA), Polysaccharide und Pro- 
teine (also die wesentlichen Bausteine der lebenden Welt) 
verstanden werden, einschlieBlich ihrer besonderen Analoge 45 
und Konjugatc, wie beispielsweise Giycoproteine oder Li- 
poproteine. 

Die Auswahl der Matrixsubstanz fiir MALDI hangt von 
der Art der Analytmolekiile ab; es sind inzwischen weit iiber 
hundert verschiedene Matrixsubstanzen bekannt geworden. 50 
Die in hohem UberschuB eingesetzten Matrixsubstanzen ha- 
ben dabei unter anderem die Aufgabe, die Analytmolekiile 
moglichst zu vcrcinzeln und am Probentrager anzubinden, 
wahrend des Laserschusses durch Bildung einer Dampf- 
wolke moglichst ohne Zerstorung der Analytmolekiile und 55 
moglichst ohne Anlagerung der Matrixmolekiile oder ande- 
rer Molekiile in die Gasphase zu iibertragen, und schlieBlich 
unter Protonierung oder Deprotonierung zu ionisieren. Fiir 
diese Aufgabe hat es sich als gunstig erwiesen, die Analyt- 
molekiile in irgendeiner Art einzeln in die Kristalle der Ma- 60 
trixsubstanzen bei deren Kristaliisation oder zumindest fein- 
verteilt in die Grenzflachenbereiche zwischen den Kristall- 
chen einzubauen. Es scheint dabei wesentlich zu sein, die 
Analytmolekiile voneinander zu trennen, also keine Cluster 
von Analytmolekiilen in der aufgetragenen Probe zuzulas- 65 
sen. 

Fiir das Auftragen von Analyt und Matrix sind eine Reihe 
verse hiedener Methoden bekannt seworden. Die einfachste 
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davon ist das Aufpipettieren einer Losung mit Analyt und 
Matrix auf einen gereinigten, metallischen Probentrager. 
Der Losungstropfen bildet auf der Metalloberflache eine Be- 
netzungsflache, deren GroBe auf rein hydrophilcn Obcrfla- 
chen einem Mehrfachen eines Tropfendurchmessers ent- 
spricht und von der Hydrophilitat der Metalloberflache und 
den Eigenschaften des Tropfchens, insbesondere des L6- 
sungsmittels, abhangt. Es bildet sich dabei nach dem Auf- 
trocknen der Losung ein Probenfleck aus kleinen Matrixkri- 
stallchen in der GroBe dieser Benetzungsflache, wobei sich 
in der Regel aber keinc gleichmaBige Bclegung der Benet- 
zungsflache zeigt. Die Kristallchen der Matrix beginnen in 
waBrigen Losungen in der Regel am Rand der Benetzung 
der Metallplatte mit dem Probentropfchen zu wachsen. Sie 
wachsen zum Inneren der Benetzungsflache hin. Haufig bil- 
den sie strahlenartige Kristalle, wie zum Beispiel bei 5-Di- 
hydroxybenzoesaure oder 3-Hydroxypicoiinsaure, die sich 
zum Inneren des Flecks hin oft von der Tragerplattc abhe- 
ben. Das Zentrum des Recks ist haufig leer oder mit feinen 
Kristallchen bedeckt, die aber oft wegen ihrer hohen Kon- 
zentradon an Alkalisalzen kaum fiir die MALDI-Ionisierung 
brauchbar sind. Die Beladung mit Analytmolekiilen ist sehr 
ungleichmaBig. Diese Belegungsart erfordert daher wahrend 
der MALDI-Ionisierung eine visuelle Betrachtung der Pro- 
bentrageroberflache durch ein Videomikroskop, das an alien 
kommerziell hergestellten Mas sen spektrome tern fiir diese 
Art von Analysen zu finden ist. Ionenausbeute und Massen- 
auflosung schwanken im Probenfleck von OrL zu Ort. Es ist 
oft ein miihsamer Vorgang, eine giinstige Stelle des Proben- 
flecks mit guter Analytionenausbeute und guter Massenauf- 
losung zu finden, und nur Erfahrung und Ausprobieren hilft 
hier bis her weilcr. 

Bei anderen Auftragungsmethoden ist die Matrixsubstanz 
bereits vor dem Aufbringen der Losungsmitteltropfchen, die 
nun nur die Analytmolekiile enthalten, auf der Tragerplatte 
vorhanden. 

Es ist nun beim Antragsteller eine Methode entwickelt 
worden, die mit sehr kleinen hydrophilen Ankerbereichen 
von etwa 200 bis 400 Mikromcter Durchmcsser in eincr an- 
sonsten hydrophoben Oberflache zu sehr definierten Kristal- 
lisierungsbereichen fuhrt (DE 197 54 978 Al). Die Tropfen 
werden durch die hydrophilen Anker eingefangen, und ge- 
nau auf diesen hydrophilen Ankem entstehen relativ dichte 
und geschlossene Kristallkonglomerate. Es konnte gezeigt 
werden, daB sich entsprechend dem verkleinerten Oberfla- 
chenvcrhaltnis die Nachweisgrenzc fiir Analytmolekiile ver- 
bessert. Es kann daher bei der Probenaufbereitung mit klei- 
neren Analytmengen und verdiinnteren Losungen gearbeitet 
werden, ein Voneil, der sich in besser ablaufenden bioche- 
mischen Vorbereitungsschritten niederschlagt und zu niedri- 
geren Kosten beim Chemikalienverbrauch fuhrt. 

Es soil hier unter einer "hydrophoben" Oberflache eine 
bcnctzungsfcindlichc und fliissigkcitsabwciscndc Oberfla- 
che fiir die benutzte Probenfiussigkeit verstanden werden, 
auch wenn es sich dabei nicht um eine waBrige Probenlo- 
sung handeln sollte. Im Falle einer oligen Probenlosung soli 
es sich also entsprechend um eine lipophobe Oberflache 
handeln. In der Regel losen sich jedoch die Biomolekiile am 
besten in Wasser, manchmal unter Zugabe von organischen, 
wasserloslichen Losungsmitteln wie Alkoholen oder Aceto- 
nitril. 

Entsprechend soli unter einer "hydrophilen" Flache eine 
benetzungsfreundliche Rache fiir die Art der benutzten Pro- 
benfiussigkeit gemeint sein. auch wenn es sich dabei nicht 
um eine waBrige Losung handeln sollte. 

Die Hydrophobizitat kann im Prinzip aus dem Anstell- 
winkel ermittelt werden, den die Fliissigkcit unter normier- 
ten Bedingungen am Rande der Benetzungsflache mil der 
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festen Oberflache ausbildet. Fiir Tropfchen auf einer stark: 
hydrophoben Oberflache gibt es aber den Fall, daB sich 
uberhaupt keine Benetzungsflache ausbildet und es daher 
auch keinen Anstellwinkel gibt, wic cs zum Bcispiel fur 
Quecksilbertropfchen auf einer Glas- oder Holzplatte zu fin- 
den ist. 

Die Kristallkonglomerate, die sich auf den hydrophilen 
Ankerflachen bilden, zeigen eine feinkristalline Struktur, die 
gunstig fur den MALDI-Prozess ist. Die Struktur wird uniso 
feiner, je schneller der Trocknungsvorgang ist. 

Es ergeben sich jedoch auch Nachtcile aus dieser Me- 
thode. Der MALDI-ProzeB wird durch die Anwesenheit von 
Metallionen, insbesondere von Alkaliionen, erheblich ge- 
stort, und Alkaliionen bilden zusatzlich haufig Addukte 
wechselnder GroBe mit den Analytmolekulen, die eine ge- 
naue Massenbestimmung verhindem. Die Konzentration an 
Alkaliionen in der Probelosung ist durch vorhergehende 
Reinigungsschritte durchaus sehr niedrig, aber trotzdem sto- 
rend. Trotz der Reinigungsschritte ist bei verdunnteren Ana- 
lytkonzentrationen die Zahl der Alkaliionen zu den Analyt- 
molekulen im allgemeinen in ungiinstiger Weise hoher als 
bei konzentrierteren Losungen. Bei den bisherigen, relativ 
konzentriert benutzten Probenldsungen konnten zudem die 
Alkaliionen durch den Kristallisierungsvorgang aus den 
Kristallen aus Matrixsubstanz und Analytmolekulen heraus- 
gehalten werden, sie wurden haufig in der Mitte des Hecks 
abgelagert und durch Fokussierung des Laserstrahles auf 
den Rand des Flecks auBerhalb des MALDI-Geschehens ge- 
lassen. 

Bei der neuen Aufbringungsmethode mit verdunnteren 
Losungen auf sehr kleinen hydrophilen Ankern tritt das Pro- 
blem mit Alkaliionen in den Vordergrund. Manchmal ge- 
lingt es, durch iangsames Trocknen der Probe nlosungstropf- 
chen die Alkaliionen durch spate Auskristallisation bevor- 
zugt auf der Oberflache des Kristallkonglomerats abzula- 
gern, wodurch sich die Alkaliionen durch einige vorausge- 
hende Laserschiisse abtragen lassen. Das langsame Trock- 
nen fuhrt jedoch andererseits wiederum zu einem grobkorni- 
geren Kristallkonglomerat, was fur die MALDI-Ionisierung 
von schweren Analytmolekulen nicht so gunstig ist. 

Die restlose Entfernung aller Alkaliionen aus der Probe- 
losung ist ganz grundsaLzlich auBerordentlich schwierig. Da 
die Alkaliionen ubiquitar sind, geraten sie leicht bei jedem 
Pipettierschritt, bei jedem Probenauftrag, ja selbst bei Ste- 
henlassen der Probelosungen wieder in die Losungen hin- 
ein. entweder aus der Umgebungsluft (besonders iiber win- 
zige Schwebeteilchen, wie sie beispielsweise im Zigaretten- 
rauch enthalten sind) oder durch Diffusion aus den GefaB- 
wanden. Zwar sind GefaBe aus Glas inzwischen aus den be- 
treffenden Laboratorien verbannt, aber auch KunststofTge- 
faBe enthalten Alkali en in betrachtlicher Menge. Eine der 
Quellen fiir Alkaliionen ist der metallische Probentrager 
selbst, bei dem trotz extrem guten Waschens immer wieder 
Alkaliionen aus dem Inneren des Tragers an die Oberflache 
diffundieren. 

Leider wirken die Alkaliionen umso storender, je weiter 
man an die Nachweisgrenze fiir die Analyten herangeht. 

Es ist aus verschiedenen Quellen bekannt geworden, daB 
die Zugabe einiger Brockchen oder Kugelchen aus Ionen- 
austauschermateriai zu dem Tropfchen auf dem Probentra- 
ger eine Verbesserung der MALDI-Ergebnisse bringt. Diese 
Zugabe ist aber schwierig, es gelingt kaum, definierte Men- 
gen aufzubringen. Die dadurch entstehende unregelmaBige 
Form der Oberflache stort die Beschleunigung der Ionen, die 
ein homogenes elektrisches Feld erfordert. Es ist auch der 
Versuch gemacht worden, die Kugelchen nach dem Ein- 
trocknen der Probelosung wieder abzukratzen. Allen diesen 
MaBnahmen ist aber eigen, daB sie viel geschickt-manuelle 



Arbeit erfordern und einer Automatisierung im Wege ste- 
hen. 

Auch die Verwendung von Nafion® (Du Pont), einem 
Membranpolymcr auf der Basis von Poly(Pcrfluoralkylcn)- 

5 Sulfonsaure, das sich aus einer Losung als Membran auf 
Oberflachen aufbringen laBt, ist fur die Aufreinigung von 
MALDI-Proben auf dem Probentrager bekannt geworden. 

Ionenaustauscher werden in groBerem MaBstab indu- 
striell hergestellt, und in Form von Teilchenpulvem oder - 

10 schottern ausgesuchter GroBen und Formen in den Handel 
gebracht. Handclsnamen sind beispielsweise Permutir®, Do- 
wex®, Wofatit® oder Sephadex®. 

Kationenaustauscher fur die Bindung von metallischen 
Ionen enthalten an inneren oder auBeren Oberflachen viele 

15 negadv-ionische Gruppen wie beispielsweise Sulfonsaure- 
gruppen SO3", die positive Ionen zu binden vermogen. Sie 
werden gewohnlich in protonierter Form eingestzt, das 
heiBt, zu Beginn der Austauschertatigkeit sind die negativen 
Ionengruppen durch H + -Ionen abgesattigt. Diese Protonen 

20 werden durch positive Metallionen ersetzt, die eine hohere 
Affinitat zu den negativen Ionen des Austauschers besitzen. 
Dabei werden die Wasserstoffionen (Protonen) an die umge- 
bende Flussigkeit abgegeben, die daher durch Ansteigen der 
Protonenkonzentration immer saurer wird. Stark saure L6- 

25 sungen verhindern jedoch Trocknung und gute Kristallisa- 
tion. Es ist daher mit Erfolg versucht worden, nicht proto- 
nierte Ionenaustauscher zu verwenden, sondern mindestens 
teilsweise durch Ammoniumionen (NH4 + ) .belegte Austau- 
scher. Zumindest die besonders fur den MALDI-Prozess 

30 schadlichen Alkaliionen haben eine hohere Affinitat zum 
Austauscher als Ammoniumionen und verdrangen daher 
diese von ihren Platzen. 



Aufgabe der Erfindung 
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Es ist die Aufgabe der Erfindung, die storenden Metallio- 
nen, insbesondere die Alkaliionen, in definierrer und auto- 
matisierbarer Weise moglichst vollstandig aus der Probelo- 
sung zu entfernen. Da ein Teil der Alkaliionen vom Probcn- 
40 trager selbst in die Probelosung gerat, soli die Entfernung 
stattfinden, wahrend sich der Tropfen auf der Oberflache des 
Tragers befindet und eintrocknet. 



Erfindungsgedanke 



45 



Es ist der Grundgedanke der Erfindung, die Oberflache ei- 
nes ansonsten hydrophoben Probentragers mit kleinen hy- 
drophilen Belegungsbereichen als Anker fur die Probetrop- 
chen zu versehen, wie schon beim Anu-agsteiler methodisch 

50 entwickelt, aber nunmehr die hydrophilen Ankerbereiche 
kationenaustauschend auszubilden. Das kann durch eine 
Oberflachenkonditionierung geschehen, die negativ gela- 
dene Molekulgruppen, beispielsweise Sulfonsauregruppcn 
(SO3') oder Carbons auregruppen (COO"), an die Oberflache 

55 bindet, oder auch durch Aufbringen einer ionenaustauschen- 
den Schicht aus einer Losung, oder durch Aufpolymerisie- 
ren oder Aufkleben einer Schicht aus Ionenaustauscherma- 
terial. Die Schichten konnen als FoUen, als Membranen oder 
aber auch als Belegungen mit feinkornigem Pulver aus re- 

60 gelmaBig oder unregelmaBig geformten Partikeln aufge- 
bracht werden. Sie konnen entweder sehr dunn auf der 
Oberflache aufsitzen, oder aber auch kleine Vertiefungen der 
Oberflache ausfiillen, um insgesaint einen moglichst ebenen 
Probentrager zu erhalten. 

65 Ionenaustauschermaterial ist naturgemaB sehr hydrophil 
und kann daher hervorragend dazu verwendet werden, hy- 
drophile Ankerbereiche fiir die Probe n tropfchen auf einer 
ansonsten hydrophoben Oberflache zu bilden. 
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Als Ionenaustauschermaterial konnen beispielsweise 
Zeolithe verwendet werden. Diese Aluminiumsilikatgeriiste 
haben den Vorteil, beim Trocknen nicht zu schrumpfen. An- 
dcrcrseits gebcn sic Wasscr odcr andcre Losungsmittcl nur 
sehr langsam wieder ab, sie sind daher fiir die Aufrechter- 5 
haltung des Hochvakuums in der MALDI-Ionenquelle nicht 
sonderlich geeignet. Besser geeignet sind polymere Ionen- 
austauscher wie die oben bereits erwahnten kommerzieil er- 
haitlichen Produkte, meist auf der Basis sulfonierter Styrol- 
Divinylbenol- oder Styrol-Acrylsaure-Copolymeren, die 10 
nach Regeneration rnit lcichten Saurcn durch einc Vielzahl 
von HMonen neutraiisiert sind, aber bei Vorhandensein von 
Metallionen diese sofort aufnehmen und gegen die H + -Ionen 
austauschen. Diese porosen, polymeren Ionenaustauscher 
sind praktisch unloslich, sie kommen in Form kleiner Kii- 15 
gelchen oder auch als unregelmaBig geformte Partikel aus- 
gesiebter GroBen in den Handel. 

Die Ubersauerung der Probenlosung durch die zusatzli- 
chen HMonen laBt sich vermeiden, indem die H + -Ionen zu- 
nachst in einer Amnion iumsalzlosung durch Ammoniumio- 20 
nen (NFL;*) ersetzt werden. Die sich beim Probenauftrag in 
der Probelosung anreichemden Ammoniumionen, die sich 
nach dem Trocknen in den Kristailkonglomeraten wieder- 
finden, storen den MALDI-ProzeB nicht, sie scheinen im 
Gegenteil den MALDI-ProzeB gunstig zu beeinflussen. 25 

Da manche Ionenaustauschermaterialien in Flussigkeit 
quellen und beim Trocknen schrumpfen, kann es leicht pas- 
sieren, daB aufliegende Kristalle durch das Schrumpfen der 
Unterlage abgesprengt werden. Es ist daher eine Weiterbil- 
dung des Erfindungsgedankens, in die Schicht aus Ionenaus- 30 
tauschermaterial mchtschrumpfende Materialien als Gerust 
cinzutagcrn, auf denen die Kristallkonglomcratc aufsitzen 
konnen. Besondes geeignet dazu sind Metallpartikelchen, 
die auch ein gleichmaBiges elektrisches Potential an der 
Oberflache schaffen konnen. 35 

Beobachtet man unter dem Mikroskop ein trocknendes 
Tropfchen, so sieht man im Tropfchen eine extrem starke 
Verwirbelung, die durch die unregelmaBigen Vorgange des 
Warmenachschubs und der Verdunstung erzeugt werden. 
Das Tropfchen bleibt auch bei seiner standigen Verkleine- 40 
rung weiterhin flussig, erst zuletzt findet eine fast schlagar- 
tige Auskristallisierung statt. Die Verdunstung ist deswegen 
so unregelmaBig, weil sie durch Sattigungseffekte und Dich- 
teanderungen der auBeren Luft auch auBere Luftwirbel er- 
zeugt, die wiederum eine unregelmaBig uber die Tropfchen- 45 
oberflache vertcilte Verdunstung nach sich zieht. Diese 
starke Verwirbelung im Tropfchen ist in besonderem MaBe 
geeignet, die im Tropfchen vorhandenen Alkaliionen zum 
unterliegenden Ionenaustauscher zu transportieren, durch 
den hindurch notwendigerweise auch der Warmenachschub 50 
stattfindet. Eine solch starke Verwirbelung ist bei einem 
flach auf eine groBere hydrophile Flache aufgebrachten 
Tropfchen nicht zu bcobachtcn, die Wirkung der ioncnaus- 
tauschenden Ankerflache ist daher uberraschenderweise bei 
kleiner Ankerflache besonders wirksam. 55 

Beschreibung der Bilder 

Fig. 1 zeigt eine Folge a, b und c von schematischen Dar- 
stellungen zum Aufbringen der Probe n tropfchen (3) auf den 60 
Probentrager (1) mit den hydrophilen, ionenaustauschenden 
Bereichen (2) aus den Pipettenspitzen (4) einer Vielfachpi- 
pette (5) mit nachfoigendem Eintrocknen. 

(a) Die Pipette n haben die Ldsungstropfchen (3) aus 65 
ihrer Spitze (4) ausgedruckt. die Tropfchen (3) sind 
zwischen Pipettenspitzen (4) und Probentrager (1) 
plaitgedrtickt. Dadurch erreichen die Tropfchen ihre 
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hydrophilen, ionenaustauschende Ankerbereiche (2), 
auch wenn die Pipettenspitzen (4) nicht genau uber 
dem Ankerbereich (2) stehen, und benetzen dort den 
Probentrager (1). 

(b) Die Pipettenspitzen (4) sind abgehoben, die Tropf- 
chen (3) haben die Form von Kugeln angenommen und 
stehen genau uber ihren hydrophilen, ionenaustau- 
schenden Ankerbereichen (2). Das Eintrocknen der 
Probetropfchen (3) fuhrt zu einer starken Verwirbelung 
der Fliissigkeit im Tropfchen, die die Alkaliionen zum 
Ionenaustauscher fuhrt, wo sic festgchaltcn und so dem 
Fltissigkeits tropfchen entzogen werden. 

(c) Die Probentropfchen sind eingetrocknet und hin- 
terlassen kleine, monolithische Biocke (6) genauer 
Ortsbegrenzung mit mikrokristallinem Gefuge auf den 
hydrophilen, ionenaustauschenden Bereichen (2) des 
Probentragers (1). Die Alkaliionen sind den Kristallen 
entzogen, ideal fur den nachfolgenden MALDI-Pro- 
zeB. 

Besonders giinstige Ausfuhrungsformen 

Die Oberflachen normalerweise verwendeter fur 
MALDI-Proben verwendeter metallischer Probentrager sind 
in der Regel von Natur aus leicht hydrophil gegeniiber den 
waBrigen Probenlosungen, ein Probentropfchen flieBt nor- 
malerweise etwas auseinander. Die Hydrophilitat wird 
durch die Hydroxygruppen erzeugt, die sich unter der Ein- 
wirkung von feuchter Luft auf jedem Me tall (selbst auf 
Edelmetallen) bilden. 

Es ist aus Grunden einfacher Hersteiiung durchaus 
zweckmaBig, bei Probcntragcm nach diescr Ei andung aus 
Metall oder metallisiertem Kunststoff zu bleibcn, jedoch die 
Oberflache hydrophob zu machen. Das kann beipielsweiser 
durch einen hauchdunnen, hydrophoben Lack geschehen,' 
oder aber durch Aufkleben einer diinnen, hydrophoben Fo- 
lie, beispielsweise aus Teflon®. Es kann auch die Metall- 
oberftache durch eine monomolekulare, chemische Veran^- 
derung hydrophob gemacht werden, beispielsweise aus fluo- 
rierten C18-Ketten, die uber Schwefelbriicken chemisch ge- 
bunden werden, da dann eine gewisse elektrische Leitfahig- 
keit erhalten bleibt. Es sind auch sehr dunne Schichten aus 
fluorierter Keramik zur Hydrophobisierung bekannt gewor- 
den. Es gibt jedoch viele andere, aquivalente Methoden der 
Hydrophobisierung, zum Beispiel unter Verwendung von 
Silikoncn, Alkylchlorsilanen oder zinnorganischen Verbin- 
dungen. 

Die hydrophilen Ankerbereiche fur die Probentropfchen 
konnen auf vielerlei Weise erzeugt werden. Ein Beispiel ist 
das Abdecken der gewiinschten Ankerbereiche vor der Hy- 
drophobisierung mit einem abwaschbaren oder hydrophilen 
Lack. Um geniigend kleine Punkte zu erhalten, kann der 
Dccklack in Form kleinster Tropfchen mit einer piczobctric- 
benen Tropfchenpipette nach Art der Tintenstrahl-Drucker 
aufgeschossen werden. Es ist damit eine auBerordentlich 
gute Ortsprazion der Lackpunkle erreichbar. Nach der Hy- 
drophobisierung konnen die Lackpunkte einfach abgewa- 
schen werden. Die hydrophilen Ankerbereiche konnen aber 
auch in sehr einfacher Weise durch Zerstorung der hydro- 
phoben Schicht erzeugt werden. Das kann durch Aufdruk- 
ken (beipielsweise wieder nach Art der Tintenstrahl-Druk- 
ker) von chemisch verandernden oder enzymatisch abbau- 
enden Substanzlosungen geschehen, durch Zerstoren mit 
gluhenden Brennspitzen, aber auch durch Ablation von 
Oberflachenmaterial, beispielsweise durch Funkenerosion 
oder LaserbeschuB. 

Die hydrophilen Ankerflachen haben zweckmaBiger- 
weise Durchmesser zwischen 100 und 500 Mikrornetem. 
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solche von 200, 300 und 400 Mikrometern haben sich fur 
verschiedenartige Anwendungen als giinstig erwiesen. 

Sind hydrophile Ankerbereiche erzeugt, so ist das Auf- 
bringen dcr ioncnaustauschendcn Schichten nicht allzu 
schwierig. So kann beispielsweise Nation® in Losung aufge- 
tragen werden. Die Losung bildet auf den hydrophilen An- 
kern kleine Tropfchen, die nach dem Verdunsten des L6- 
sungsmittels je einen Nafion-Fiim zuriicklassen. Es kann 
aber auch ein KlebstofF in Losung aufgetragen werden, der 
nach fast vollendetem Trocknen mit einem Puiver aus Io- 
nenaustauschermaterial satt uberstaubt wird. Wird ein Pui- 
ver mit Partikeln von etwa 5 bis 20 Mikrometer Durchmes- 
ser (mesh 1000) verwendet, so ergibt sich nach festem An- 
drucken, Trocknen und kraftigem Waschen eine sehr gleich- 
maBige Belegung, die eine hohe Aufnahmefahigkeit fur Al- 
kaliionen hat. 

Es ist auch moglich, die Materialien direkt auf der hydro- 
philen Flache auszupolymerisieren. Auch hier erleichtert die 
Hydrophilie ein gleichmaBiges Auftragen. 

Die Tragerplatten mit den ionenaustauschenden Ankerbe- 
reichen werden zweckmaBigerweise vor dem Beladen mit 
Probentropfchen konditioniert. Dazu werden sie zunachst in 
leicht saurem Wasser (beispielsweise HC1) griindlich gewa- 
schen, um alle Metallionen zu entfernen und durch Protonen 
zu ersetzen. Danach werden die Protonen durch Einlegen in 
eine Losung von Ammoniumchlorid moglichst vollstandig 
durch Ammoniumionen ersetzt. Die Art der Saure (hier 
HC1) richtet sich nach der Metallunterlage, diese soil selbst- 
verstandlich nicht angegriffen werden. 

Die Probentropfchen werden normalerweise mit Pipetten 
auf den Probentrager aufgebracht, wie schematisch in Fig. 1 
gezeigt. Fiir das gleichzeitige Aufbringen vieler Proben- 
tropfchen aus Mikrotiterplatten werden Vielfachpipetten 
verwendet, die von Pipette nrobotern in Pipetten automaten 
bewegt werden. Es ist daher giinstig, Probentrager in der 
GroBe von Mikrotiterplatten zu verwenden und das Raster 
der hydrophilen Ankerbereiche an das Raster der Mikroti- 
terplatten anzupassen. Es ist weiterhin giinstig, wenn die 
Probentrager auch die Form von Mikrotiterplatten haben, da 
sie dann von den handelsub lichen Pipettierrobotern bearbei- 
tet werden konnen. Da auf dem Probentrager eine wesent- 
lich hohere Probendichte erreicht werden kann, als es in Mi- 
krotiterplatten moglich ist, kann das Raster auf dem Proben- 
trager viel feiner sein, als es dem Raster der Mikrotiterplatte 
entspricht. Es kann beispielsweise durch ganzzahlige Tei- 
lung des Rasters der Mikrotiterplatten erhalten werden. Es 
konnen dann auf einen Probentrager die Proben aus mehre- 
ren Mikrotiterplatten aufgebracht werden. Das Grundraster 
der Ur-Mikrotiterplatte besteht aus 96 kleinen GefaBen im 
Raster von 9 Millimetern in einer Anordnung von 8 Reihen 
mal 12 Spalten. Die Mikrotiterplatten sind aber ohne Veran- 
derung ihrer GroBe weiterentwickelt worden, modeme Aus- 
fuhrungsformen zeigen 384 oder sogar 1536 MikrogefaBc 
im Raster von 4,5 und 2,25 Millimetern. Diese (und noch 
feinere) RastermaBe lassen sich auch fiir die ionenaustau- 
schenden Ankerbereiche auf den Probentragern einrichten, 
beispielsweise ergibt das RastermaB von 1,5 Millimeter 
3456 Ankerbereiche auf einem Trager. 

Die horizontale Ortsgenauigkeit fiir die Positionierung 
der Vielfachpipetten iiber dem horizontal liegenden Proben- 
trager ist auf etwa 200 Mikrometer beschrankt. Die vertikale 
Ortsgenauigkeit kann leicht durch seitliche Auflageflachen 
der Vielfachpipetten und Anschlagbolzen auf etwa 50 Mi- 
krometer verbessert werden. 

Die Aufgabe der Tropfchen erfolgt zweckmaBigerweise, 
wenn sich die Vielfachpipette im Abstand von 300 bis 500 
Mikrometer iiber dem Probentrager befindet. Es werden 
etwa 500 bis 1500 Nanoliter der Probenlosung aus jeder Pi- 



pettenspitze der Vielfachpipette auf den Probentrager pipet- 
tiert, wie schematisch in Fig. 1 gezeigt; der Durchmesser der 
Tropfchen betragt dann etwa 1 bis 1,4 Millimeter. Gewohn- 
lich ist die Mcngc dcr Probenlosung in dcr Pipcttcnspitzc 
5 durch ein Gasblaschen abgeschlossen, daher ist im Kanal 
der Pipettenspitze anschlieBend keine Losung mehr vorhan- 
den und die Kontaktkrafte zur hydrophoben Pipettenspitze 
sind sehr gering. 

Die Tropfchen, die im entspannten Zustand Kugeln mit 

10 den oben genannten Durchmessem bilden, sind jetzt zwi- 
schen der Pipettenspitze und dem Probentrager zusammen- 
gedriickt, wie aus Fig. la ersichtlich. Selbst bei einer hori- 
zontalen Fehljustierung der Pipettenspitzen konnen die 
Tropfchen ihren jeweils zugeordneten hydrophilen Anker- 

15 bereich erreichen und sich dort festsetzen. Beim Abheben 
der Vielfachpipette verbleiben die Tropfchen auf dem Pro- 
bentrager, da sie dort ihre Anker gefunden haben. Sie stellen 
sich genau iiber die Ankerbereiche und nehmen ihre ideal 
runde Gestalt an, wie in Fig. lb dargestellt. 

20 Die eintrocknenden Tropfchen bilden im Inneren wirbel- 
artig starke Flussigkeitsstromungen aus, die es mit sich brin- 
gen, daB praktisch alle Metallionen irgendwann zu den io- 
nenaustauschenden Ankerflachen gelangen, wo sie begierig 
festgehalten werden. 

25 Beim Eintrocknen hinterlassen die Tropfchen die Kri- 
stallkonglomerate mit den Probenmolekulen exakt auf den 
hydrophilen Ankerbereichen, wie in Fig. lc schematisch zu 
sehen ist. Die brockenformigen MALDI-Praparate haben 
daher wie gewunscht eine exakte Positionierung an vorbe- 

30 kannten Stellen, ihre GroBe entspricht den Fokusflachen der 
Lasers trahlen. Sie bieten auBerdem eine hohe Ausbeute an 
Analytionen. und sind somit in idealer Weisc fiir eine auto- 
matisch erfolgende Analyse vorbereitet. 

Diese monolitischen Brocken zeigen uberraschender- 

35 weise eine sehr gute und von Brocken zu Brocken reprodu- 
zierbare Ionisierung der eingebrachten Biomolekule, minde- 
stens gleich gut wie die mit Miihe gesuchten gunstigsten 
Stellen der bisherigen Praparationen. Die Adduktbildung 
mit Alkaliionen ist deutlich geringer, meist gar nicht mehr 

40 zu erkennen. Wahrscheinlich sind die Analytmolekule in ei- 
ner fur den Desorptions- und IonisationsprozeB sehr gunsti- 
gen Lage an den Komgrenzen der mikrokristallinen Gefuge- 
struktur eingebettet. 

Aus einem Tropfchen von 500 Nanoliter Volumen, das ei- 

45 nen Durchmesser von einem Millimeter hat, wird auf einem 
hydrophilen Anker von 200 Mikrometer Durchmesser ein 
kleiner, flacher Block von ebenfalls 200 Mikrometer Durch- 
messer gebildet. Dieser Durchmesser entspricht etwa dem 
der iiblicherweise benutzten Fokusflachen des Laseriicht- 

50 strahles. Die eingesetzte Probenmenge kann daher ohne Ein- 
buBen an Signal stark reduziert werden. Eine klassische Pre- 
paration auf hydrophilen Flachen wiirde hier einen Fleck- 
durchmesser von etwa zwci Millimetern ergeben. 

Naturlich konnen die Tropfchen auch manuell aufge- 

55 bracht werden, wie es uberhaupt viele Verwendungsmog- 
lichkeiten fur die hier dargestellten Probentrager gibt, wie es 
jedem Fachmann auf diesem Gebiet nach diesen Ausfuhrun- 
gen einleuchtend sein wird. 

Aus Natur und Zielsetzung des Trocknungsvorgangs 

60 folgt, daB bestimmte Zusammensetzungen der Probenlo- 
sung zu vermeiden sind. So ist eine Beimengung von Tensi- 
den oder Detergenzien schadlich, weil dadurch eine Benet- 
zung der hydrophoben Oberflache stattfinden kann. Auch 
eine Beimengung von solchen organischen Losemitteln, die 

65 eine Benetzung hervorrufen, ist zu vermeiden. Auch hier ist 
es jedem Fachmann nach diesen Ausfuhrungen verstand- 
lich, wie er das Verfahren der Probenvorbereitung und des 
Aufpipeitierens vorzunehmen hat. um eine fehlerhafte Pro- 
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benaufgabe zu vermeiden. 

Sowohl hydrophobe wie auch hydrophile Oberflachen 
konnen bei Langer Lagerung in Umgebungsluft ihre Benet- 
zungscigcnschaftcn durch Bclcgung der Oberflachen mit 
Verunreinigungen aus der Luft andern. Es ist daher zweck- 5 
maGig, die gut praparierten Probentrager im Vakuum oder 
unter sauberem Schutzgas zu lagern. 

Patentanspruche 

10 

1. Probentrager fur die massenspektrometrische Ana- 
lyse von groBen organischen Molekiilen, die in Tropf- 
chen eines Losungsmittels auf den Probentrager aufge- 
bracht und dort zusammen mit Matrixmaterial fur eine 
Ionisierung durch matrixunterstutzte Laserde sorption 15 
eingetrocknet werden, dadurch gekennzeichnet, daB 
sich auf einer sonst hydrophoben, ebenen Oberflache 
des Probentragers kleine ionenaustauschende Ankerbc- 
reiche fur die aufzubringenden Probentropfchen befin- 
den. 20 

2. Probentrager nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die ionenaustauschenden Ankerbereiche 
einen Durchmesser zwischen 100 und 500 Mikrome- 
tem haben. 

3. Probentrager nach einem der Anspruche 1 oder 2, 25 
dadurch gekennzeichnet, daB er in et'wa die GroBe und 
Form einer MikrotiterpLatte besitzt und daB die ionen- 
austauschenden Ankerbereiche ein Raster bilden, das 
dem quadratischen Grundraster von 9 Millimetern fiir 
die EinzelgefaBe einer Mikrotiterplatte oder einem dar- 30 
aus durch ganzzahlige Teilung entstandenen feineren 
Raster entspricht. 

4. Probentrager nach einem der Anspruche 1 bis 3, da- 
durch gekennzeichnet, daB in die ionenaustauschenden 
Ankerbereiche ein Stutzgeriist aus Metallpulver einge- 35 
arbeitet ist. 

5. Verfahren zur Herstellung eines Probenu-agers nach 
einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, 
daB zunachst ein Probentrager mit hydrophober, ebener 
Oberflache und hydrophiien Ankem hergestellt wird, 40 
und daB die hydrophiien Anker durch Aufbringen von 
ionenaustauschendem Material in ionenaustauschende 
Oberflachenbereiche umgewandelt werden. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeich- 
net, daB auf die hydrophiien Ankerbereiche Schichten 45 
aus Ionenaustauscherpartikeln oder -membranen auf- 
geklebt werden. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeich-. 
net, daB in die Schichten aus Ionenaustauschermaterial 
Metallpartikel eingelagert werden. 50 



Hierzu 1 Seite(n) Zeichnungen 



55 



60 



65 



- Leerseite - 



ZEICHNUNGEN SEITE 1 



Nummer; 
Int. CI. 7 : 

Veroffentlichungstag: 



DE 199 23 761 C1 
G 01 N 1/36 

8. Februar 2001 




002 166/341 



